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【研究目的】脳梗塞が生じると全ての細胞が壊死するといわれていたが、近年脳梗塞内には幹細胞が存在する
ことが兵庫医科大学先端医学研究所神経再生研究部門で確認された。幹細胞とは、自己修復能を有し、同時に
多分化能を持つ細胞であるが、同研究室では脳梗塞後の髄膜に誘導される幹細胞が血管に隣接する血管周皮細
胞 (ペリサイト) に由来する細胞であることをつきとめている (1)。その上ミクログリアのマーカーもみられ
ることから、ミクログリアの起源としての幹細胞である可能性がある。成体脳におけるミクログリアの起源に
関しては諸説があり、最近の知見では、胎生初期の造血細胞由来の細胞であることが示唆されているが (2)、
由来や特性はまだ明らかにされていない。本研究では、脳梗塞モデルマウスを作製し、脳梗塞巣からペリサイ
トのみを取り出した後に、神経幹細胞作製法に準拠して作製した Spheroidからミクログリアが分化するのか、
そして分化したミクログリアが貪食能を持っているかを検討した。 
 
【実験方法】CB17マウスを用いて左大脳皮質脳梗塞を作製し、3日後に摘出した脳梗塞巣から抽出した細胞
を接着培養した。7日後に細胞を剥がし、磁気細胞分離法 (MACS) を用いて分離した platelet-derived growth 
factor receptor-PDGFR- 陽性細胞を EGF と FGF を含む無血清培地にて浮遊培養し、球状の細胞塊 
(Spheroid) を作製した。この Spheroidを PLP固定し、クリオスタットを用いて 16 m厚の切片を作製した。
また、Spheroid を数週間の培養後に分化させた。さらに、分化した細胞がミクログリア特有の貪食機能を持
っているかを検討する為に Phagocytosis assayを行い、それぞれ免疫組織化学 (間接蛍光抗体法) に供した。
使用した抗体は神経系マーカーとしてNestin、Tuj1、中胚葉系のマーカーとして PDGFR-、-smooth muscle 
actin (-SMA) 、NG2、ミクログリアのマーカーとして Iba1、CD11b、マクロファージのマーカーとして CD68、
抗原提示細胞マーカーとしてMHC classⅠを使用した。 
 
【実験結果と考察】PDGFR- 陽性細胞由来の Spheroid 構成細胞は Nestin とともに PDGFR-、SMA、
NG2といったペリサイトマーカーが全体に発現していた。一方 Iba1は Spheroidの構成細胞にほとんどに発
現していたが、骨髄由来のマクロファージのマーカーである CD68の発現はほぼ認められなかった。Spheroid
を分化させ Tuj1 と Iba1 で免疫染色を行ったところ、神経細胞に混じってラミファイドミクログリアの形態
と似ている Iba1陽性細胞が見られた。また分化した Iba1陽性細胞は抗原提示細胞に特有のMHC classⅠを
発現しており、一方で、貪食能の実験結果では、Iba1陽性細胞よる Latex beadsの貪食がみられた。これら
のことから、傷害誘導性幹細胞は神経系の細胞のみならずミクログリアに分化することが明らかとなり、虚血
後のペリサイトが脳傷害時に増殖するミクログリアの起源の一つであることが示唆された。 
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